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り，特段の記載のない限り 7-8 週齢のマウスを全ての実験に使用した．HMGCR の Exon2
から 4 を loxP 配列で挟んだ floxed マウス [14](自治医科大学石橋俊先生からの供与)とα-
actin 遺伝子プロモーターのコントロール下に Cre リコンビナーゼを発現（HSA-Cre）する
トランスジェニックマウス [15](Jackson Laboratory より購入)を掛け合わせることで骨格
筋特異的 HMGCR ノックアウト（mKO）マウスを作成した．以降，HSA-Cre+/-; 
HMGCRflox/flox マウスを mKO マウス，比較対照としてコントロール群に用いる
HMGCRflox/floxマウスを Ctrl マウスと呼称する． 
また，オートファジーを可視化して評価するために GFP-LC3 トランスジェニックマウス
[16](RIKEN BioResource Center より購入)を上記の Ctrl マウスと mKO マウスに掛け合
わせて使用した． 
マウスは 14 時間の明期（5:00～19:00），10 時間の暗期（19:00～5:00）のサイクルの下
で飼育し，普通食（Chow,オリエンタル酵母）と水は自由摂取とした．本論文中において，












 マウス用電動トレッドミル装置 MK-680(室町機械株式会社)を用いて，Ctrl マウス・mKO
マウスともに 5 匹ずつ測定を行った．測定プロトコールは既報 [17]の方法に従った． 
 
4）RNA 抽出と遺伝子発現解析，disrupted allele の検出 
 マウスの腓腹筋(Gc)より，Sepasol-RNA I Super G(Nacalai Tesque)を用いて total RNA
を抽出した． 
・Real-time PCR 
Total RNA を High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit（Applied Biosystems）
を用いて逆転写を行った．合成した cDNA を SYBR Green (SYBR® Premix Ex Taq™ II，






・disrupted allele の検出 
 mKO マウスの各組織から上述と同様の方法で total RNA の抽出と逆転写を行った．合成
した cDNA 産物に対し，forward primer, 5’-GCTTGGCCTCCATTGAGAT-3’と reverse 
primer, 5’-CTTTGCTAATGCACTCGCTCT-3’を用いて PCR を施行し，HMGCR 遺伝子の
Exon2-4 が欠損した disrupted allele を検出した． 
 
5）HMGCR 酵素活性の測定 











 マウスの腓腹筋 200mg に対し，6ml の抽出バッファー(クロロホルム：メタノール=2：
1 で混合したもの)を加え，ガラスバイアルに密封して 3 日間静置した後に，この抽出バッ
ファー300ul をガラスチューブにとり，50℃で 1 日間乾燥させた．バッファーが蒸発しガラ
スチューブに抽出された脂質が析出するのでこれを試料として，遊離コレステロールとエ











 Hematoxylin–eosin(HE)，modified Gomori trichrome，periodic acid Schiff(PAS)，
NADH-tetrazolium reductase (NADH-TR)，Oil Red O，非特異的エステラーゼ(NSE)染色
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を行った．明視野の顕微鏡写真は Olympus DP72 デジタルカメラと Olympus IX71 顕微鏡
(Olympus Optical Corp)を用いて撮影した． 
・蛍光免疫染色 
 凍結切片を 4%パラホルムアルデヒドにて 15 分間固定し，5%BSA(MP Biomedicals)含有
1×PBS(Phosphate Buffered Saline)にて室温で 1 時間ブロッキングを行った．各種一次抗
体は免疫染色用抗体希釈バッファー(1%BSA，0.1%Triton-X 含有 PBS)にていずれも 100 倍
～500 倍に希釈(抗体最終濃度 2～10μg/ml)して切片に添加し，4℃にて overnight で反応
させた．使用した一次抗体を表 2 に示す．次に蛍光標識された各種二次抗体を免疫染色用
抗体希釈バッファーで 1000 倍に希釈して切片に添加し，遮光下で室温，1 時間反応させた．
その後に必要に応じて DAPI Nucleic Acid Stain(Lonza)にて核染色を行い，FluorSave™ 
Reagent(Calbiochem)にてマウントし，同日中に蛍光観察を行った．蛍光観察はすべて共焦
点レーザー顕微鏡 Olympus FV10i(Olympus Life Science)を用いて 60 倍の対物レンズにて
観察した． 
・Filipin 染色 
 凍結切片を 4%パラホルムアルデヒドにて 10 分間固定し，50μg/ml ジギトニン(和光純
薬工業)含有 PBS にて 5 分間透過処理を行った．その後，50μg/ml Filipin(FOCUS 






9）Evans Blue dye uptake test 
Evans Blue Dye(Sigma-Aldrich)を PBS にて 10mg/ml の濃度で溶解し，0.2μm のフィ
ルターを通して不純物を除去する．これをマウス尾静脈より，10μl/g・BW にて静注し，
24 時間後に上述のとおり前脛骨筋を採取し切片を作成した．作成した切片は上述の手順で
DAPI 染色を行い，励起波長 559nm，検出波長 570-620nm にて蛍光観察を行った．筋細
胞膜の損傷や壊死を伴う筋線維が赤色蛍光にて検出される[18]． 
 
10）in vivo エレクトロポレーション(EP)によるマウス前脛骨筋への遺伝子導入 
本実験手技については，首都大学東京運動分子生物学研究室の藤井宣晴先生よりご教示
を頂いた．マウス in vivo EP 用の２針筋肉刺激電極付きプログラム電気刺激発生装置は内
田電子株式会社より購入した．6-7 週齢のマウスに対し，ペントバルビタールによる腹腔内
麻酔を行い，生理食塩水にて 2μg/μl に希釈したプラスミドをインスリンシリンジにて 20-
30μl 前脛骨筋内に筋注した．直ちに 2 針ステンレス電極針を前脛骨筋内に挿入し，プログ
ラム電気刺激発生装置を用いて電気パルス(200V/cm×20ms)を 1Hz 周期にて計 8 パルス通
電した．12-14 日後に EP を施行した前脛骨筋を回収し，上述の方法で切片を作成した．そ







分子量 G タンパク質のプレニル化に必要なことが知られており，このうち低分子量 G タン
パク質 Rheb は FPP がそのプレニル化に必要なことが報告されている[20]．Rheb に GFP
を融合させた蛋白を発現するプラスミドを用いて，Rheb-GFP を細胞内で発現させること




本研究では，既報[21]にて使用されている Rheb-WT-GFP(Addgene plasmid # 13831) プ
ラスミドと不活性型変異を導入しプレニル化ができない Rheb-SSVM-GFP(Addgene 
plasmid # 13832)プラスミド(ネガティブコントロールとして使用)を上述の方法で in vivo 
EP にてマウス前脛骨筋で発現させ，EP 後 14 日目に上述の方法で筋検体を回収・観察し，
Rheb-WT-GFP の緑色の蛍光ドットの形成の有無にて，骨格筋内でのプレニル化の有無を
評価した．蛍光ドットの形成が少ない場合は，Rheb のプレニル化が上手くいっておらず，




12）MVA 投与による mKO マウス骨格筋障害の救済実験 
 メバロン酸経路において，HMGCR 直下の代謝産物である MVA を投与し，HMGCR の
欠損そのものが筋障害の原因となるのか，もしくは HMGCR の欠損による下流の代謝産物
の不足が筋障害の原因であるのか，を検討した．5 週齢のマウスに対して，生食もしくは生
食に溶解した MVA(Sigma-Aldrich)200mg/kg・BW/日を経口にて 1 日 1 回，合計 4 週間投
与した．投与開始から 29 日目に血清および筋検体を回収し，上述のとおり筋障害の程度を
血清 CK と HE 染色にて評価した． 
 
13）透過型電子顕微鏡(TEM)によるマウス骨格筋の形態観察 
 マウス前脛骨筋を採取し，2%グルタールアルデヒド(和光純薬工業)にて overnight で前
固定，1%四酸化オスミウムにて後固定を施行後，エポキシ樹脂に埋包した．その後ウルト
ラミクロトーム(ULTRACUT E，Leica)で厚さ約 90nm に超薄切し，透過型電子顕微鏡 
JEM-1400(日本電子株式会社)にて観察・写真撮影を行った． 
 ミトコンドリア最大径およびミトコンドリア数は，TEM にて 5000 倍で観察した 1 視野
(200μ㎡)につき，その 1 視野に含まれるミトコンドリアの最大径の平均値とミトコンドリ





 採取したマウス腓腹筋に，lysis buffer（40mM HEPES pH7.5, 120mM NaCl, 1% Triton-
X, 100mM NaF, 0.5%Sodium Pyrophosphate, 1mM Na3VO4, 10%Glycerol, Protease 
inhibitors(Roche)）を加え，ポリトロンホモジェナイザー(PT10-35，KINEMATICA)にて
破砕して氷上で 15 分間静置した．その後，4℃，14000rpm にて 15 分間遠心分離し，上清
をサンプルとして用いた．抽出したタンパク質は BCA Protein Assays(Thermo Fisher 
Scientific)にて蛋白量を定量後，6×sample loading buffer(300mM Tris-HCl pH6.8，
30%glycerol，12%SDS，30%β-mercaptoethanol，0.06% bromophenol blue)を加え，95℃
で 5 分間加熱した．これを 6-12.5％ SDS-PAGE にてタンパク質を分離した．分離したタ
ンパク質は，Immobilon-P（Millipore）にTrans-Blot SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer 
Cell（Bio-Rad）にてゲル面積×3mA，15-20V，60 分間にてトランスファーを行った．ト
ランスファーしたメンブレンは 5％ skim milk(BD Biosciences)含有の 1×TBS-T(Tris 
Buffered Saline with 0.05% Tween 20）で 1 時間ブロッキングを行った後，各種一次抗体
を上記のブロッキング液にて 200-1000 倍に希釈(各一次抗体の最終濃度は全て 1μg/ml と
なるように調整)したものをメンブレンに加え，4℃，overnight で撹拌した．ウエスタンブ
ロットにて使用した一次抗体を表 3 に示す．その後，メンブレンを TBS-T で 5 分間×3 回
洗浄後，HRP 標識二次抗体を 2500-5000 倍にブロッキング液で希釈したものを加え，室温
で 1 時間撹拌し，再び TBS-T で 5 分間×3 回洗浄後に検出を行った．ウエスタンブロット
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の検出は Clarity™ Western ECL (Bio-Rad)を用いて化学発光させ，ChemiDoc™ XRS(Bio-
Rad)を用いて検出した． 
 
15）Real-time PCR を用いたミトコンドリア DNA 量の相対定量 
 既報[22]の方法にて，腓腹筋中のミトコンドリア DNA の検出のために，forward primer, 
5’-CCTATC ACCCTTGCCATCAT-3’と reverse primer, 5’-GAGGCTGTTGCTTGTGTGAC-
3’を，核 DNA の検出のために，forward primer, 5’-ATGGAAAGCCTGCCATCATG-3’
と reverse primer, 5’-TCCTTGTTGTTCAGCATCAC-3’を用いて Real-time PCR を施行し，
ミトコンドリア DNA 量は核 DNA の値を内部標準として補正し，⊿⊿Ct 法を用いて相対
値として算出した． 
 
16）骨格筋中の ATP 量の測定 
 マウス腓腹筋中の ATP 量の測定には，Fluorometric & Colorimetric ATP Quantitation 
Kit(PromoKine)を使用し，測定キット付属のマニュアルに準じて測定した． 
 
17）in vivo におけるプロテアソーム機能評価 
 既報[23]の方法にのっとり，骨格筋でのプロテアソーム機能の評価を行った．まず，マウ
ス前脛骨筋に Histone2B-mCherry(Addgene plasmid # 20972)と UB-G76V-GFP(Addgene 
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plasmid # 11941)プラスミドを同時に EP で導入．EP にてプラスミドが導入された筋線維
は Histone2B-mCherry により核が赤色の蛍光を発する．UB-G76V-GFP プラスミドによ
り発現される GFP タグ付き蛋白はプロテアソーム系で分解されることにより直ちに GFP
が消光する．このため，プロテアソーム系の活性が阻害されると GFP による緑色の蛍光が
筋線維から観察できるようになる．EP 後 14 日目に前脛骨筋を上述の方法に従い回収し，
観察した．ポジティブコントロールとして，既報[23]に従い EP を行った Ctrl マウスに検
体回収の 4 日前から，プロテアソーム阻害剤 MG262(APExBIO)を 5μmol/kg・BW 量にて
1 日 1 回腹腔内投与を行い，その前脛骨筋を回収した． 
 
18）colchicine を用いた LC3 turnover assay による autophagy flux の評価 
 既報[24]にて，マウスに colchicine を投与することで，骨格筋におけるオートファゴソー
ム(AG)からオートライソゾーム(AL)への変化と AL 内部の酸性化が障害されることが報告
されている．このため colchicine 投与下においては，オートファジーが正常もしくは亢進し
ている場合は LC3-II の蛋白量が増加，オートファジーが上流で抑制もしくは下流での AG
とライソゾーム(Lys)の融合による AL への変化や AL 内部の酸性化などの抑制がある場合
は LC3-II の蛋白量が増加しない，ということを用いて autophagy flux を評価することが
できる[24]． 







19）GFP-LC3 Cleavage Assay による autophagy flux の評価 
 GFP-LC3 トランスジーンを持つマウスにおいては，オートファジーが亢進すると，GFP-
LC3 が Lys 中にて分解され，cleavage により LC3 と分離された GFP が検出されることが
報告されている[25]．このことを利用して，cleaved GFP の増加により autophagy flux の
亢進を評価することができる[25]． 
 Ctrl マウスおよび mKO マウスに GFP-LC3 Tg マウスを掛け合わせ，GFP-LC3 トラン
スジーンをヘテロにて持つようにした．これらのマウスの腓腹筋を採取して，上述のとおり




20）RFP-GFP-LC3(tfLC3)レポータープラスミドを用いた autophagy flux の評価 
 木村らの開発した RFP-GFP-LC3 レポータープラスミドは，酸性環境下にて pH 依存性
に GFP が消光し RFP のみの発光となることで，蛍光顕微鏡で画像的に AG (RFP+，GFP+)
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や AL (RFP+，GFP-)を識別することができる[26]．このため，AG と Lys の融合に障害が
ある場合，Lys の機能異常や AL の内部酸性化障害が存在する場合には，RFP+,GFP+の LC3
ドットが増加する．他方，オートファジーが亢進すると，内部が酸性化した AL が増加する
ため，LC3 ドット全体に占める RFP+,GFP-の LC3 ドットが増加する． 
 マウス前脛骨筋に対して，RFP-GFP-LC3 レポータープラスミド(Addgene plasmid # 
21074)を上述の方法にて EP を行った．EP 後 12 日目に前脛骨筋を採取し切片を作成，上
述の方法にて蛍光観察を行った．ランダムに抽出した 10 視野の画像から，前脛骨筋単位面
積当たりの LC3 ドット(=AG＋AL 数)を Image J(NIH software)を用いてカウントし，「LC3 
total puncta」として測定した．また，同様に AG と AL の数全体に占める AL の割合を同
様の方法で測定し，autophagy flux の亢進(=AL の割合が高い)があるかどうかを評価した． 
 
21）in vivo におけるライソゾーム(Lys)機能の評価 
・Cathepsin L maturation ratio 
 上述の方法に従い，cathepsin L 抗体を用いてウエスタンブロットを行った．Pro 
cathepsin Lに対するmature cathepsin Lの比を Image J(NIH software)を用いて測定し，
cathepsin L の成熟化障害があるかどうかを検討した． 
・骨格筋中の cathepsin D 活性の測定 




の cathepsin D 活性を測定した．Cathepsin D の活性は蛍光強度の強さに比例するため，
Ctrl マウスと mKO マウス間で相対的な cathepsin D 活性を測定した．蛍光の測定には
Varioskan® Flash(Thermo Fisher Scientific)を使用した． 
・骨格筋からの Lys の単離 
 マウス腓腹筋からの Lys の単離は，ライソゾーム単離キット(LYSISO1，Sigma-Ardrich)
を用いて，測定キット付属のマニュアルに準じた方法で行った，なお，本実験では密度勾配
超遠心法による単離ではなく，塩化カルシウム沈殿法による Lys の単離を行った． 
・単離 Lys 中の cathepsin D 活性の測定 
 Lys そのものの酵素活性を測定するために，Lys を単離して cathepsin D の活性測定を行
った．単離 Lys は BCA Protein Assays(Thermo Fisher Scientific)にて蛋白量を定量後，
20ug の Lys 蛋白をサンプルとして，上述の Cathepsin D Activity Fluorometric Assay 
Kit(BioVision)を用いて同様に cathepsin D 活性の測定を行った． 
 
22）統計解析 
データは平均値±標準誤差（means ± SE）で示し，統計処理は 2 群間の比較は Student’








して mKO マウスで大きさは全体的に小さく，腓腹筋も肉眼的に mKO で減少していること





未だに正確な原因は掴みきれていないが，雄の mKO マウスのみ 8 週齢頃より衰弱して
2-3 日の経過で死亡する現象が観察された(Fig.1F)．この現象は雌の mKO マウスでは同様
に骨格筋量が低下するものの観察されず，その原因は不明である． 
 
2）mKO マウスにおいて，骨格筋での HMGCR ノックアウトが確認された． 
 mKO マウスの各臓器から採取した mRNA を元に逆転写を行い取得した cDNA におい
て，骨格筋(腓腹筋)のみで disrupted allele が検出された(Fig.1G)．Normal allele も残存し




による HMGCR の欠損が起きなかった細胞に含まれる normal allele を見ているものと考
えられた．Ctrl マウスに比して，mKO マウスでは骨格筋における HMGCR 遺伝子発現は




3）mKO マウスにおいて，血清 CK の上昇を認め，骨格筋障害が示唆された．  
 Ctrl マウスに比して，mKO マウスの骨格筋では LRL 受容体(LDLR)と SREBP2 の遺伝
子発現が増加していた(Fig.2A)．既報[27]にて小胞体におけるコレステロール不足に反応し
て，LDLR と SREBP2 の遺伝子発現が亢進することが報告されており，骨格筋における
HMGCR のノックアウトの結果に反応した現象と考えられた． 










 mKO マウスの組織染色では，HE 染色にて筋線維の空胞化，炎症細胞の浸潤や中心核
を伴う再生線維を認め，ミオパチーの発生が確認できた(Fig.3A)．また，PAS 染色にてグ
リコーゲンの蓄積，NADH-TR にてミトコンドリア機能の低下が示唆された(Fig.3A)．
NSE 染色では空胞化線維および正常に見える筋線維いずれにも NSE 染色陽性のドットを
認め，ライソゾーム機能の異常が示唆された(Fig.3A)． 




 Evans Blue dye uptake 試験では，mKO マウスにのみ Evans Blue の取り込みによる赤
色蛍光がみられ(Fig.3D)，mKO マウスの筋線維では膜損傷やネクローシスが発生している
ことが確認できた． 
 Rheb-WT-GFP プラスミドの EP による in vivo での発現実験(Fig.3E)では，mKO マウ
スの筋線維では Ctrl マウスに比して，明らかに GFP ドットの形成が少なく，通常のスタ





5）mKO マウスの骨格筋障害は，MVA の経口投与にて消失した． 
 mKO マウスにおいて，MVA の経口投与により，4 週後の血清 CK は Ctrl マウスと同程
度まで低下し(Fig.4A)，さらに HE 染色でも壊死線維や炎症細胞の浸潤を認めず
(Fig.4B)，ミオパチーは完全に消失していることが確認できた．これにより，mKO マウス







アポトーシスの実行因子である cleaved caspase 3 染色(Fig.5A)では，mKO マウスで陽性
核を認めず，また TEM による電子顕微鏡写真(Fig.5B)でもアポトーシスに特徴的とされ
る核の断片化は認めず，ネクローシスでみられるとされる核の膨化を認めた．ウエスタン
ブロットにおいても，cleaved caspase 3 とその標的蛋白である cleaved PARP は Ctrl マ







 NADH-TR 組織染色(Fig.3A)において mKO マウスでのミトコンドリア機能の低下が示
唆されたため，ミトコンドリアの評価を実施した．mKO マウスの骨格筋において，ミト




コンドリア数と最大径はいずれも mKO マウスで減少していた(Fig.6D,E)． 
 
8）TEM により，mKO マウス骨格筋でのミトコンドリア異常と AG の増加を認めた. 











とが示された．また，S6，リン酸化 S6 ともに mKO マウスで増加を認め(Fig.8A)，オー
トファジー上流での調節因子である，mTORC1 の機能は活性化していることが確認でき
た．他方，Atg5，Atg7 も mKO マウスで増加(Fig.8A)しており，この点は mTORC1 の活
性化によるオートファジー上流での抑制とは相反する結果であった．ユビキチン化蛋白は






10）mKO マウスの骨格筋では，Foxo3 およびプロテアソーム系の活性化を認めた． 
 既報[28]にて p62 の増加はオートファジーの異常の他に，プロテアソーム系の阻害によ
っても起きることが報告されている．また，上述したとおりプロテアソーム系の活性化が
スタチンによる筋障害の原因だとする報告もある[8]．プロテアソーム系は Forkhead box 
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O3(Foxo3)によって調節されており，同時に Foxo3 は Ulk1 や mTORC1 と同様に，骨格
筋におけるオートファジーの主要な上流の調節因子であることが知られている[29]． 
 mKO マウスの骨格筋では，ULK1 のリン酸化は Ctrl マウスと比して変化がない一方，
リン酸化 AMPK，活性型である非リン酸化 Foxo3 およびそのエフェクターである Bnip3
は増加しており(Fig.9A)，リン酸化 AMPK による Foxo3 の活性化が起きていると考えら
れた．Foxo3 の活性化は mTORC1 の活性化と異なり，オートファジーを亢進させるよう
に働く[29]．プロテアソーム系の遺伝子発現も mKO マウスで増加しており[Fig.9B]，この
点から mKO マウスではプロテアソーム系の活性化が確認できた．プロテアソーム系によ
りすみやかに分解される GFP を発現する Ub-G76V-GFP プラスミドの EP により，プロ





11）mKO マウスでは，AG，Lys，p62 が増加し，いずれも融合障害を認めなかった． 
 オートファジーの状態を確認するために，GFP-LC3 トランスジーンを発現するように
した Ctrl マウスと mKO マウスを比較検討したところ，mKO マウスにて AG のマーカー
である GFP-LC3 ドットの増加を認めた(Fig.10A)．また，mKO マウスで増加していた
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p62 は GFP-LC3 ドットの示す AG と共局在(Fig.10B)しており，p62 は AG 内に正常に取
り込まれていることが確認された．GFP-LC3 ドットの示す AG や p62 と，Lamp2 の示す
Lys は Ctrl マウス同様に，mKO マウスでも共局在(Fig.10C,D)しており，AG と Lys の融
合障害は明らかではなかった． 
 
12）mKO マウスの骨格筋ではオートファジー(autophagy flux)が亢進していた． 
 mKO マウス骨格筋における，autophagy flux を評価するために各種検討を行った．既
報[24]に従い，colchicine による LC3 turnover assay を施行したところ，Ctrl マウス同様
に mKO マウスでも colchicine 投与で LC3-II が増加(Fig.11A)し，オートファジー下流で
の分解障害はなく，autophagy flux は正常もしくは亢進状態であることが示唆された．ま
た，GFP-LC3 トランスジーンを発現させて行った，LC3 cleavage assay においても，
mKO マウスにて cleaved GFP の増加(Fig.11B)を認め，この実験からはオートファジーの
亢進が示唆された．マウス骨格筋に EP にて RFP-GFP-LC3(tfLC3)レポータープラスミド
を発現させ autophagy flux を評価したところ，mKO マウスでは AL を示す RFP+,GFP-
の LC3 ドットが増加(Fig.11C)しており，画像所見を定量化したものでも，AG+AL の総数







13）mKO マウスの骨格筋では Lys の活性が亢進していた． 
 Cell Metabolism 誌の既報[30]において，スタチンは PKD のリン酸化の低下を介して，
PI3Kc3(Vps34)及び Beclin1 の低下を来たし，これにより autophagy flux を低下させると
の報告があったため，mKO マウスの骨格筋においても同様に検討を行った．結果として
は，Ctrl マウスに比して mKO マウスでは，リン酸化 PKD は逆に増加しており，Vps34
及び Beclin1 も増加を来たしていた(Fig.12A)．このことは mKO マウスにおいて，
autophagy flux が亢進していることと合致していた． 
 前述の結果(Fig.11C,E)のとおり，Ctrl マウスに比して mKO マウスで AL の割合が増加
していたが，既報[31]において Lys 中の酵素活性の低下により AL の割合が増加し，一見
autophagy flux が亢進しているようにみえる場合があるとの報告があったため，Lys の酵
素活性・機能を検討した．mKO マウスでは mature 型の cathepsin L の割合が増加
(Fig.12B,C)し，同様に骨格筋中の蛋白量あたりの cathepsin D 酵素活性も増加していた
(Fig.12D)．また，Lys を単離抽出することにより，Lys の蛋白量あたりの cathepsin D 酵
素活性を測定したが，やはり同量の Lys にて比較しても mKO マウスの Lys にて
cathepsin D 酵素活性が上昇していた(Fig.12E)． 
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以上の結果より，mKO マウスでの Lys 中の酵素活性は Ctrl マウスに比して増加してお
り，mKO マウスにおいて autophagy flux が亢進していることと合致する結果が得られ
た． 
 
14）mKO マウス骨格筋での p62 の増加は産生亢進に由来することが示唆された． 




し，これが p62 の産生増加を来たすことが報告された[33]．このため，mKO マウスの骨
格筋でも上記を検討したところ，mKO マウスにおいてオートファジー由来のアミノ酸の
増加によると思われる RagC 蛋白の増加(Fig.12F)および p62 の遺伝子発現の増加
(Fig.12G)を認めた． 












型の Foxo3(Foxo3-DN，Addgene plasmid # 1797)，持続活性化型の Foxo3(Foxo3-CA，
Addgene plasmid # 1788)を骨格筋に tfLC3 プラスミドとともに EP し，オートファジー
への影響および骨格筋の障害が改善するかを検討した． 
 mKO マウスの骨格筋において，Foxo3-DN の EP を用いた Foxo3 の不活化により，AG
は減少し，autophagy flux は Ctrl マウスと同程度まで低下した(Fig.13A,B,C)．他方，
mKO マウスにおいては，Ctrl マウスと異なり Foxo3-CA は明らかなオートファジーへの
影響を示さなかった(Fig.13A,B,C)．上記データより，mKO マウスにおいては，やはり
Foxo3 の活性化がオートファジー亢進の原因となっていることが示され，また Foxo3 の不
活化により mKO マウスのオートファジー亢進状態を正常化できることが確認できた． 
 一方で，骨格筋の障害程度を反映する中心核を持つ筋線維の数は，Foxo3-DN の EP を








第 4 章 考察 
 
 本研究において作成した mKO マウスは，他の動物種におけるスタチン投与によるミオ
パチーモデルの報告[9,10,11]と同様に，アポトーシスを示唆する所見を呈さず，ネクロー
シスを支持する所見を呈しており，やはり HMGCR の機能低下による骨格筋障害は in 
















 mKO マウスの骨格筋においては，遊離コレステロール含有量が Ctrl マウスに比して予





ステロールの輸送・利用障害が存在することが推測された．mKO マウスでは MVA 下流の
代謝産物(イソプレノイド)が不足していることが示唆された(Fig.3E)が，これにより影響を




る Rab 低分子量 G タンパク質の挙動および遊離コレステロールの輸送・利用メカニズム
の探求は今後実施する必要があると考えられた． 

















 mKO マウスでは TEM による観察にて空胞化線維の周囲に AG の増加を認め，またウ
















 当初，mKO マウスにて p62 の増加を認めたため，Lys と AG の融合障害や AL の内部
酸性化障害などオートファジー下流での分解障害を想定していたが，蛍光画像により
AG，Lys，p62 は正常に共局在し融合障害を認めず，colchicine を用いた LC3 turnover 
assay，GFP-LC3 cleavage assay，EP を用いて施行した tfLC3 レポーターassay のいず
れの結果もオートファジーの亢進を示唆する所見であり，また Lys そのものの機能障害も
mKO マウスにて認められなかったことから，最終的に mKO マウスではオートファジー
(autophagy flux)は亢進しているとの結論に至った．ただし，既報[28]にあったような AL
の turnover 延長による AL 増加の可能性については，mKO マウスの Lys 酵素活性が増加
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していることから可能性は低いものの，現時点で直接 AL の turnover を評価できていない
という問題が残っている．この点については，今後時間経過とともに蛍光特性が変化する
Timer 蛍光蛋白[43]を Lys や AL に発現させて in vivo での turnover を直接評価する予定
である． 
 mKO マウスでのオートファジー(autophagy flux)の亢進は，既報においては mTORC1
の機能抑制に伴うオートファジー亢進と報告[7,44]されているが，本研究により mKO マ
ウスでは mTORC1 が活性化しオートファジーの抑制方向に働いており，Foxo3 がオート
ファジー亢進の主因子であることが明らかになった．mKO マウスではリン酸化 AMPK の
増加も伴っていることから，ミトコンドリアの機能障害に伴う AMPK の活性化が Foxo3
の活性化を促し，オートファジーが亢進していることが示唆された． 
 また，既報[30]において in vitro の実験系でのスタチン投与により，リン酸化 PKD の低
下を介した Beclin1-Vps34 複合体の機能低下が起き，AG と Lys の融合障害が発生し
autophagy flux が障害されることが報告されているが，mKO マウスではいずれも蛋白レ
ベルで Ctrl マウスに比して増加(Fig.12A)しており，この点も in vitro でのスタチン投与
モデルと in vivo の mKO マウスでは autophagy に与える影響に違いがあることが示唆さ




やはり autophagy flux の障害ではなく，前述のとおり産生亢進によるものと考えられた
[33]． 
 Foxo3-DN の EP による過剰発現にて mKO マウスでのオートファジー亢進を Ctrl マウ
スと同程度のレベルにまで正常化することができたが，残念ながら最終的に筋障害の軽快









[37]．In vitro での阻害剤を用いたプレニル化の障害実験において，低分子量 G タンパク
質のうち特に Rab の一群のみにおいて，他の低分子量 G タンパク質と異なりミトコンド





 これまでに報告されている in vitro 及び in vivo での研究結果と，本研究の実験結果をあ
わせて考察すると，mKO マウスの骨格筋においてはミトコンドリアの障害が第一に発生
し，これによる ATP 産生低下，AMPK の活性化を通じて Foxo3 が活性化し，オートファ
ジーが亢進しているという機序が考えられた．残念ながらオートファジーの正常化によ
る，HMGCR 機能低下に伴う骨格筋障害の改善，というめざましい成果は得られなかった
ものの，in vivo における骨格筋での HMGCR 機能低下がオートファジーに与える影響な
らびにオートファジーそのものが mKO マウスの骨格筋障害の原因と成りうるかどうかを
明らかにすることができ，この点は本研究の成果であったと考える． 
 今後は mKO マウスの骨格筋における，Rab をはじめとする低分子量 G タンパク質の挙
動を解析し，遊離コレステロールが増加しているメカニズムとこれが筋障害に与える影響
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表 1 Real-time PCR Primer 一覧 
gene Primer (forward) Primer (reverse) 
HMGCR CGTCATTCATTTCCTCGACAAA AGCAGAAAAAAGGGCAAAGCT 
LDLR TGGAGGATGAGAACCGGCT GCACTGAAAATGGCTTCGTTTA 
HMGCS AACTGGTGCAGAAATCTCTAGC GGTTGAATAGCTCAGAACTAGCC 
SREBP-1a AGGCGGCTCTGGAACAGA TCAAAACCGCTGTGTCCAGTT 
SREBP-1c CGGCGCGGAAGCTGT TGCAATCCATGGCTCCGT 
SREBP-2 CTGCAGCCTCAAGTGCAAAG CAGTGTGCCATTGGCTGTCT 
Atrogin1 CTCTGTACCATGCCGTTCCT GGCTGCTGAACAGATTCTCC 
Murf ACCTGCTGGTGGAAAACATC AGGAGCAAGTAGGCACCTCA 
Map1lc3b CACTGCTCTGTCTTGTGTAGGTTG TCGTTGTGCCTTTATTAGTGCATC 






表 2 蛍光免疫染色で使用した一次抗体 一覧 
Cat.No. 製造会社 抗体名 
NCL-DYS2 Leica Mouse Monoclonal Antibody Dystrophin(C-terminus) 
#9661 CST Cleaved Caspase3 (Asp175) Antibody 
PM045 MBL Anti-p62/SQSTM1 
#3936 CST Ubiquitin (P4D1) Mouse mAb 







表 3 ウエスタンブロットにて使用した一次抗体 一覧 
Cat.No. 製造会社 抗体名 
#9542 CST PARP antibody 
sc-7148 Santa Cruz Caspase-3 (H-277) 
#9661 CST Cleaved Caspase3 (Asp175) Antibody 
sc-47724 Santa Cruz GAPDH (0411) 
sc-11415 Santa Cruz Tom20(FL-145) 
#5536 CST Phospho-mTOR(Ser2448)(D9C2) XP Rabbit mAb 
#2983 CST mTOR(7C10) Rabbit mAb 
#8540 CST Atg5(D1G9) Rabbit mAb 
#8558 CST Atg7(D12B11) Rabbit mAb 
#9205 CST Phospho-p70 S6 Kinase (Thr389) Antibody 
#4858 CST Phospho-S6 Ribosomal Protein (Ser235/236) (D57.2.2E) 
XP Rabbit mAb 
#2217 CST S6 Ribosomal Protein(5G10) Rabbit mAb 
ABL-93 DSHB LAMP-2 Rat Antibody 
#2775 CST LC3B Antibody 
GP62-C PROGEN Pab to p62 Protein, C-terminal specific 
#04-263 MILLIPORE Anti-Ubiquitinylated proteins, clone FK2 
#9464 CST Phospho-FoxO1(Thr24)/Foxo3a(Thr32) Antibody 
#2497 CST Foxo3a(75D8) Rabbit mAb 
B7931 Sigma Monoclonal Anti-BNIP3 antibody produced in mouse 
#2535 CST Phospho-AMPKα(Thr172)(40H9) Rabbit mAb 
#2532 CST AMPKα Antibody 
#6887 CST Phospho-ULK1(Ser317) Antibody 
#2956 CST GFP(D5.1) XP Rabbit mAb 
#2054 CST Phospho-PKD/PKCμ(Ser744/748) Antibody 
#3358 CST PI3 Kinase Class III(D4E2) Rabbit mAb 
#3495 CST Beclin-1(D40C5) Rabbit mAb 
AF1515 R&D 
Systems 
Mouse Cathepsin L Antibody 












































図 1 骨格筋特異的 HMG-CoA 還元酵素 (HMGCR) ノックアウト (mKO) マウスの作成と表現型
(A) マウスの全身像 (B) マウスの腓腹筋像 (C)3-8 週齢にかけてのマウスの体重推移 (n=6)
(D) マウスの摂餌量 (n=6)(E) マウスのトレッドミルによる持久力テスト (n=5)
(F) マウスの生存曲線（n;Ctrl=48,mKO=36）(G)mKO マウスの各臓器における PCR での HMGCR mRNA 
disrupted allele の検出 (H) 骨格筋における HMGCR の遺伝子発現．mRNA は腓腹筋から抽出した (n=4)






図 2 骨格筋における HMGCR のノックアウトが脂質代謝に及ぼす影響
(A) 脂質代謝関連遺伝子の発現．mRNA は腓腹筋から抽出した (n=4)



































Phase contrast Dystrophin Rheb-SSVM Rheb-WT
図 3 骨格筋における HMGCR のノックアウトにより，空胞化や壊死を伴うミオパチー，ミトコンドリア機能の
低下，ライソゾームの異常，筋中遊離コレステロールの増加を認める
(A) 前脛骨筋の組織染色．HE，Gomori，PAS，NADH-TR，Oil Red O，NSE 染色を実施．mKO マウスで空胞化
筋線維 (黒矢印 )，中心核を伴う再生線維（黒矢頭），PAS でのグリコーゲン蓄積，NADH-TR でのミトコン
ドリア機能低下，ライソゾーム酵素の増加（黄矢頭）を認める．Scale Bar=50µm(B)Filipin 染色により，
mKO マウスで筋中遊離コレステロールの増加を認める．Scale Bar=50µm(C) ジストロフィン染色にて mKO
マウスでジストロフィンの細胞質内蓄積 (黄矢頭 )を認める．Scale Bar=50µm(D)Evans Blue dye 摂取試験
にて，細胞膜損傷や壊死を示す筋線維の赤色染色を認める．Scale Bar=50µm(E)Rheb-WT-GFP の前脛骨筋への
エレクトロポレーション (EP) によるプレニル化の評価．Rheb-SSVM-GFP はプレニル化が不可能な変異 Rheb
であり陰性コントロールとして使用．Rheb-WT-GFP において，Ctrl では Rheb のプレニル化を示す GFP 蛍光の








図 4 メバロン酸 (MVA) を用いた，骨格筋特異的 HMGCR のノックアウトにより生じる筋障害の救済実験
(A) 生理食塩水 (MVA-) もしくは MVA 200mg/kg/ 日 (MVA+) を 4 週間連日投与した後の血清 CK 濃度 (n=4)
























図 5 骨格筋特異的 HMGCR ノックアウト (mKO) マウスの骨格筋ではアポトーシスを認めず
(A)cleaved caspase 3 抗体を用いた前脛骨筋の蛍光免疫染色．mKO マウスにて陽性筋線維は認めず．
Scale Bar=50µm
(B) 電子顕微鏡 (TEM) による前脛骨筋線維核の評価．mKO マウスにて核の断片化は認めず．Scale Bar=5µm
(C) ウエスタンブロットによる，アポトーシス実行因子 cleaved caspase3 とその標的である PARP の






図 6 骨格筋特異的 HMGCR ノックアウト (mKO) マウスではミトコンドリア機能の低下を認める
(A)PCR による腓腹筋中のミトコンドリア DNA 量の評価 (n=4)(B) ミトコンドリア膜蛋白 Tom20 抗体を用いた
ウエスタンブロットによる，ミトコンドリア量の評価．蛋白は腓腹筋から抽出した (C) マウス腓腹筋中の











図 7 骨格筋特異的 HMGCR ノックアウト (mKO) マウスでは電子顕微鏡 (TEM) にて脂質蓄積，ミトコンドリア
異常，筋線維の空胞化とオートファゴソーム (AG) の増加を認める
(A)TEM によるマウス前脛骨筋の縦断面 (左側 )，横断面 (右側 )図．ミトコンドリアの形態異常 (黒矢頭 )
を認める．Scale Bar=1µm



























図 8 骨格筋特異的 HMGCR ノックアウト (mKO) マウスの筋肉ではオートファジーの異常を認める
(A) オートファジー関連蛋白の抗体を用いたウエスタンブロット．S6，p-S6 の増加から mTORC1 の機能の
活性化が示唆される．mKO マウスにおいて LC3 と p62 の増加があり，オートファジーの異常を認める．
蛋白は腓腹筋から抽出した (B) 抗ユビキチン化蛋白抗体を用いたウエスタンブロットによるユビキチン化
蛋白の評価．蛋白は腓腹筋から抽出した（C）p62 抗体と Ubiquitin 抗体を用いた，前脛骨筋の蛍光免疫























図 9 骨格筋特異的 HMGCR ノックアウト (mKO) マウスでは Foxo3 とプロテアソーム系の活性化を認める
(A) オートファジーの上流制御因子である ULK1 と Foxo3 のウエスタンブロットによる評価．p-ULK1 の増加は
なく，活性化 (非リン酸化 )Foxo3 の増加と下流のエフェクターである Bnip3 の増加を認める．蛋白は腓腹筋
から抽出した (B) ユビキチン -プロテアソーム系関連遺伝子の発現．mRNA は腓腹筋から抽出した (n=4)
(C) ユビキチン -プロテアソーム系による分解にて GFP が消光する「Ub-G76V-GFP」プラスミドを前脛骨筋へ
のエレクトロポレーション (EP) にて発現させ，ユビキチン -プロテアソーム系による分解活性を評価．Ctrl
および mKO マウスにて GFP が消光しており，分解活性の低下は認めず．下段は MG262 投与によりユビキチン -




























図 10 骨格筋特異的 HMGCR ノックアウト (mKO) マウスでは，オートファゴソーム (AG)，ライソゾーム (Lys)，
p62 の増加を認め，いずれも相互に共局在している
(A) 前脛骨筋の蛍光画像．AG を示す GFP-LC3 ドットは Fed，Fasting いずれの状態においても mKO マウスで
増加している．Scale Bar=50µm(B)GFP-LC3 と p62 の蛍光免疫染色による共局在の評価．mKO マウスにおいて
AG と p62 は共局在できている．Scale Bar=50µm(C)GFP-LC3 と Lamp2 の蛍光免疫染色による共局在の評価．
mKO マウスにおいて AG と Lamp2 の示す Lys は共局在できている．mKO マウスにて Lys の増加を認める．























図 11 骨格筋特異的 HMGCR ノックアウト (mKO) マウスではオートファジー (autophagy flux) の亢進を認める
(A)colchicine の投与による LC3 turnover assay．colchicine 投与にて Ctrl マウス同様に mKO マウスでも
LC3-II の増加を認める．mKO マウスの骨格筋において，オートファジーの上流での抑制や下流での分解障害
はないことが示唆される．蛋白は腓腹筋から抽出した．摂餌状態 ;Fed(B)GFP-LC3 トランスジーンを発現させ
て行った GFP-LC3 cleavage assay．mKO マウスでは GFP-LC3 の分解産物である cleaved GFP が増加しており，
オートファジーの亢進を示唆する．蛋白は腓腹筋から抽出した．摂餌状態 ;Fed(C)(D)(E)RFP-GFP-LC3(tfLC3)
プラスミドを前脛骨筋へエレクトロポレーション (EP) にて発現させ，蛍光観察．Ctrl では GFP(+),RFP(+) の
オートファゴソーム (AG) を多く認めるが，mKO では GFP(-),RFP(+) のオートライソゾーム (AL) を多く認める．
mKO における AG とライソゾームの融合および AL の内部酸性化の亢進を示唆する．プラスミドを EP 後 14 日目






















図 12 骨格筋特異的 HMGCR ノックアウト (mKO) マウスではライソゾーム (Lys) の機能亢進を認める
(A) ウエスタンブロットによる，Beclin1-PI3Kc3(Vps34) 複合体の機能評価．蛋白は腓腹筋から抽出した
(B)(C) ウエスタンブロットによる，Lys 酵素 cathepsin L の評価．mKO にて maturare 型の cathepsin L の
増加を認め，Lys の機能亢進を示唆する．蛋白は腓腹筋から抽出した (n=3)(D) 骨格筋中の cathepsin D
活性の評価．蛋白は腓腹筋から抽出し，抽出蛋白中の cathepsin D 活性をキットで測定した (n=4)
(E) キットにて単離した Lys 中の cathepsin D 活性の評価．Lys は腓腹筋より単離し，Ctrl，mKO ともに
同量の単離した Lys 中の cathepsin D 活性を測定した (n=3)．下段に Lys 量の確認のため，測定に用いた
単離 Lys の Ponceau S 染色 (Lys 分子量 110kDa 付近 )を示した (F) ウエスタンブロットによる，RagC 蛋白














図 13 骨格筋特異的 HMGCR ノックアウト (mKO) マウスの筋障害は，Foxo3-DN を用いた EP による
亢進したオートファジーの正常化では軽快を認めず
(A)(B)(C)RFP-GFP-LC3(tfLC3)，ドミナントネガティブ型 Foxo3(Foxo3-DN)，持続活性化型 Foxo3(Foxo3-CA)
を前脛骨筋へのエレクトロポレーション (EP) にて発現させ観察．mKO マウスにおいて，Foxo3-DN の EP で
GFP(+),RFP(+) のオートファゴソーム (AG) および GFP(-),RFP(+) のオートライソゾーム (AL) ともに減少を
認める．mKO において Foxo3-DN でオートファジーの亢進が正常化できていることを示唆する．プラスミドを
EP 後 14 日目に評価．Scale Bar=50µm(B)(C) は (A) の蛍光画像を定量化したもの (n=10)(D)(A) において使用
した検体で，筋障害の程度を示す中心核を持つ筋線維の数を定量化したもの (n=10)．Foxo3-DN の EP では
mKO マウスにおいて明らかな筋障害の改善を認めず
データは平均値±標準誤差で示した．*P<0.05; **P<0.01; ns,nonsignificant．
